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Small abalone, one of the most important commercial culture shellfish in South 
China, mainly feed with the red macroalgae, Gracilaria. Intesitinal bacterial flora 
plays an important role in host physiology and involves in many new unexploited 
microbial species. Research on the diversity of intestinal bacterial flora can provide 
more comprehensively understanding for interactions between microbes and the 
invertebrate in the aspect of the host digestion, pathogenesis and so on. 
We have used culture-dependent and culture-independent approaches to investigate 
the bacterial composition of the intestine of small abalone from the land-cultured and 
raft-cultivated areas. Thirty-four intestinal bacterial strains were isolated from two 
different abalone farms and identified using the 16S rRNA gene biomarker, our result 
showed that they were fell into 9 genera, which were Vibrio, Shewanella, 
Paraferrimona, Flammeovirga, Persicobacter, Agarivorans, Tenacibaculum, 
Polaribacter and Agarobacterium. Vibrio was the predomiant genus, which accounted 
for 50 percent. Using culture-independent technique three 16S rRNA gene clone 
libraries were constructed from the intestinal microflora of three different culture 
environments, including two land-culture farms, Jiangkou and Houcai, and a 
raft-cultivated area, Daizai. Microbial diversity analysis showed that the intestinal 
microflora of Jiangkou small abalone fell into three groups, Proteobacteria (α-,δ-,ε-), 
Mollicutes and Verrucomicrobia, accounting for 62.37%, 35.48%, 2.15%, respectively, 
which was different from the culturable bacterial composition. Comparison on the 
intestinal bacterial composition of small abalone from Daizai and Houcai uncovered 
that the intestinal bacterial flora of raft-cultivated abalone belonged to Proteobacteria, 
Mollicutes and Fusobacteria, which was different from the land-cultured abalone 
intestinal bacteria, which consisted of Proteobacteria, Mollicutes, Bacteroidetes, 
Planctomycetes and Verrucomicrobia. Mollicutes group were clustered into 8 and 12 















Phylogenetic tree indicated that these Mollicutes phylotypes have a nearer relative 
with Mycoplasma species. A clustering dendrogram which indicated that individuals 
of Daizai (YP group) and Houcai (CTL group) formed two separate clusters, showed 
the surroundings greatly affected the intestinal bacterial community structure. 
Seasonal variation analysis revealed that some bacterial group Mollicutes were 
consistent with the host abalone, and these band sequences shared high similarity with 
reported Mycoplasma.  
Our present study showed that uncultured Mycoplasma, a genus of Mollicutes 
dominated in the intestine of small abalone, different from the bacterial identification 
of cultured bacterial species. These phylotypes affiliated to Mycoplasma might have a 
saprophytic or symbiotic, rather than pathogenic relationship with small ablone. 
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   目前对鲍肠道菌群研究主要有三种鲍：皱纹盘鲍（Haliotis discus hannai）、中




















性进行了研究，发现了皱纹盘鲍肠道内微生物的新种 Vibrio halioticoli sp.nov. (标
准菌株 IAM 14596T)[8]。2003 年，通过对 V. halioticoli 分解褐藻酸的降解产物
（acetic acid）分析，推测 V. halioticoli 为皱纹盘鲍提供营养物质，表明 V. halioticoli
与皱纹盘鲍之间是一种共生关系[9]。考虑到用平板培养微生物方法的局限，作者
用不依赖于培养的分子克隆文库筛选及分子杂交技术（Fluorescence in sity 
hybridization, FISH）调查了皱纹盘鲍肠道菌群微生物多样性，表明弧菌属（Vibrio）
是皱纹盘鲍肠道菌群主要类群[10]。另外，从日本当地几种鲍肠道内分离到细菌
新种（Vibrio neonatus sp. nov.，V. ezurae sp. nov.）表明肠道菌群不同于海水微生
物类群，可能与这种微生物特殊的生长环境相关[11]。 
中间鲍肠道菌群的研究主要集中在南非开普敦（Cape Town）大学海洋生物








糖、卡拉胶和纤维素[12]。研究还发现 Pseudomonas 与 Vibrio 两个属在水解多糖
试验中酶活性最大；且一株来源于肠道 Alcaligenes S4 琼脂糖酶活性最高，为
98.9±13.1 mg galactose/mg protein/h，且琼脂糖水解酶主要在上下行肠道[12]。目前
该实验室已经能够用无菌中间鲍（gnotobiotic abalone）的方法研究鲍与微生物之
间营养、病害等相互作用。2005 年至今，已发现 3 种微生物（一种弧菌 Vibrio midae 
SY9,两种真菌 Cryptococcus sp. SS1 和 Debaryomyces hansenii AY1）能够定植到
中间鲍肠道内[13]。通过病原菌 Vibrio anguillarum 攻毒试验表明，投喂益生菌
















鲍（67 mm）生长速率分别提高了 8%和 37%，并且投喂组肠道内蛋白酶活性显
著升高,这些研究表明了这 3 种微生物具有潜在益生菌（probiotics）的能力[14]。
2008 年发现一株褐藻酸降解菌 Pseudoalteromonas sp. strain C4，用 C14 标记后和
海藻一起投喂中间鲍，发现 C14 标记的蛋白质整合到了中间鲍肝胰腺(绝大部分蛋















从 1674 年列文虎克(Antonie van Leeuwenhoek)使用自制的放大透镜和简单
的显微镜观察到了“细小生物”（animalcules）开始，人类进入了认识微生物的时
代。而 1887 年后，由 Julius Petri 创立的平板培养技术，人类开始分离培养微生
物，并对微生物的生理功能等进行研究。1953 年，Waston 和 Crick 的 DNA 双
螺旋结构的提出，使人们进入分子生物学研究的时代。1987 年，Woese 等分析



























DNA 酶切，通过酶切后电泳图谱的差异来区分目的 DNA 的不同。RFLP 是一种
常用的传统的分子微生物生态学技术，该技术已经用于研究各种环境微生物多样
性的研究[19]。 
2）变性梯度凝胶电泳（Denaturing Gradient Gel Electrophoresis，DGGE） 








域，那么无法区分两条 DNA 分子。因此，在序列 5’端加入一段 30-50 个碱基的
GC 序列（GC 夹子，GC clamp）可以使要区分的 DNA 片段的最高解链行为都发




3）温度梯度凝胶电泳（Temperature Gradient Gel Electrophoresis，TGGE） 















温度作为变性条件来区分同样片段大小的 DNA 分子[25]。 
4）T-RFLP 技术（Terminal restriction fragment length polymorphism） 
    T-RFLP，即末端标记限制性片段长度多态性，是比较新的一种研究微生物




5）实时定量 PCR 技术（real time PCR，RT-PCR） 
RT-PCR 技术实现了从定性到定量研究的跨越。在分子生态学方面的研究，
主要应用 RT-PCR 可以计算 DNA 的某一基因的拷贝数，从而计算某一类群微生
物在整个生境中的百分比[27]。应用 RT-PCR 技术研究复杂的环境微生物群落中重
要功能菌群的数量或者重要功能基因的数量。 
6）荧光原位杂交技术（fluorescence in situ hybridization，FISH） 
FISH 技术是根据研究的目的核酸序列设计探针，该探针带有荧光标记。如
果环境样品中存在能与探针杂交的 DNA 或 RNA 分子，那么样品能结合荧光探
针，在一定波长的激发下发出荧光。FISH 技术检测信号灵敏、准确[28, 29]。 
7)宏基因组学（Metagenomics）研究 
    宏基因组(metagenome)是美国 University of Wisconsin-Madison (威斯康星大
学麦迪逊分校)Jo Handelsman 于 1998 年提出的，用于研究天然环境中存在的未
知微生物（unknown microbes,未培养）的活性物质[21]。目前，已经成为研究不依
赖培养技术筛选活性物质（基因）的重要方法。Metagenome 的研究思路是，从
环境样品中分离较大片段 DNA（100 kb 或 40 kb 以上），构建 Bacterial artificial 





















用的测序方法。双脱氧链终止反应的原理是利用 dNTPs 的类似物 ddNTPs
（ddNTPs 是 dNTPs 的 3’羟基（OH）脱氧产生的），成为双脱氧核苷酸；测序反
应时，只有一条引物与模板退火，引物与模板结合；正常情况下，在 DNA 聚合
酶的作用下，引物 3’羟基和 dNTPs 反应生成 3’，5’磷酸二酯键，但是存在 ddNTPs
时，因为 3’位脱氧不能再结合下一个 dNTP 而使延伸链终止。ddNTP 的加入是




9）Solexa 测序技术与 454 测序技术 
   Solexa 测序是 Illumina 公司推出的高通量测序方法，它的原理是边合成边测
序（sequencing by synthesis），也是利用四种被荧光标记的核苷酸,而且 dNTP 是
可逆终止子（reversible terminators）,可以产生 200 bp 左右大小的 reads。 
   454测序技术是 454生命科学公司推出的高密度 picoliter反应焦磷酸测序技术
（pyrosequencing）。该技术利用 4 种酶的级联反应读取掺入的核苷酸类型，分别
是 DNA 聚合酶、三磷酸腺苷硫酸化酶、荧光素酶和三磷酸腺苷双磷酸酶。 
   454 测序技术实现高通量测序，主要仪器 Roche GS FLX Titanium 高通量测序
系统，每 run 一次都会产生 106 条序列（0.4 GB 读数），单条序列读数在 400 bp，






用不依赖培养技术研究环境微生物，获得大量 DNA、 RNA 或蛋白序列。
对于这些海量的数据分析，数据库的搜索等，使用快捷高效的生物处理软件是必
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